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　　　Ap．1asma．membrane－enriched　fraction　of　guinea　pig　intestinal　smooth　muscle　cells　was　isolated　by
use　of　a　partially　modi丘ed　form　of　Olivelra　and　Holzhacker　cen亡rifugatlon　method．　The　following
enzymatic　tests　were　performed　to．determine　cross－contamination　l）y　cell　erganelles　in　the　plasma
membrane－enriched　fraction；succinate　cytochrome　c　reductase　for　mitochondria，　and　glucose－6－phos－
phatase　a亘d　NADH　cytochro血e　c　red．uctase　for　microsomes．
　　　Resuユts　of　the　above　te．sおwere　as　foUows；
　　　1）The　plasma　membrane．enriched　fractiQn　was　found　to　have　a　intermediate　speci丘。　activity　in
the　plasma　membrane　marker　enzyme；Na＋・K＋一ATPase；this　marker　enzyme　had　low　sensitivity　tQ
ouabain．
　　　2）Ca2＋stimuユated　Mg2＋一ATPase　activity　showed　a　biphasic　reユationshlp　with　pC輩，　with　an　optimum
at　pCa　8．　On　the　other　hand，　the　same　k覧nd　of　activity　in　the　microsomal　fraction　had　a　pCa　optimum
of　6．　The　difEerence　of　pCa　optimum　between　both　fractions　is　to　be　noted．
　　　3）Speci五．c．activity　in　Ca2＋stimulated　Mg2＋一ATPase　activity　at　pCa　8　correlated　roughly　with　that
of　Na＋・K÷一ATPase　activity．
　　　4）Both　lnicrosomal　and　plasma　membrane－enriched　fractions　showed　ATP　dependent　Ca2＋bi．nding
activity　that　cQrrelated　with　Ca2＋concentration．　ATP　dependent　Ca2＋binding　activity　in　the　plasma
membrane－enriched　fraction　was　weaker　than　that　in　the　microsomal　fraction　with　the　activity　in　both
fractions　also　having　di鉦erent　pC．a．optimums．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　September　26，1978　and　acc．epted　December　11，1978）
1　緒 言
　平滑筋では活動電流の担体は主にCa2＋であり，また細
胞膜のCa2＋透過性は骨格筋に比べ一般に高いことが知ら
れている．他方，Ca2＋の細胞内貯蔵部位であるsarco一
Plasmic　reticulu皿の分布密度は平滑筋では骨格筋や心筋
に比べ少ないことが組織学的に確認されている1）．これら
の事実は平滑筋の収縮一弛緩サイクルにおける，細胞膜と
C．a2＋とのかかわりあいの重要性を強く示唆している．例
えば，収縮時に細胞外Ca2＋の流入と細胞内または膜結合
＊　本研究は札幌医科大学生理学第2講座， 宮崎英策教援の指導のもとに行われた．
　　　　　　　　　251
252 山本・藪　　小腸平滑筋細胞膜の分離と特性 札幌医誌1979
Ca2÷の遊離がおこり，弛緩時には細胞内より細胞外への
Ca2＋の能動的くみ出し（Ca2＋ポンプ），あるいはATP依
存性Ca2＋結合などによって細胞内Ca2＋濃度の低下がお
こると推定されている．
　現在，この点につき確証をうる実験的手段は，一つは平
滑筋細胞膜を分離し，そのCa2＋についての性質を観察す
ることである．しかし，その分離精製は骨格筋や心筋ほど
には成功していないのが現状である．その理由は平滑筋細
胞は小さく，かつ膠原線維などで複雑に結合されているこ
となどにある，したがって，細胞膜の研究は，その重要性
が主張されながら，その研究が骨格筋に比べ著しく立ち遅
れていた．
　本報告では，細胞膜細分の分離および指標酵素による純
度の吟味，およびCa2＋賦活Mg2＋一ATPaseとATP依
存性Ca2＋結合能についての観察結果の一部を示す．
2実験方法
2・1実験材料
　実験には，体重250～500gのモルモットを頚椎脱臼，
脱血による致死後，ただちに金小腸を劉出した．腸管内容
物を除去後，低温条件下（0～4。C＞で腸間膜付着部の脂肪
を除き，冷修正Tyr。de液（139．3　mM　NaCl，2．68　mM
KC1，11．8　mM　NaHCO3，0，32　mM　NaH2PO4，0．5　mM
MgCI2，8．O　mM　glucoseおよび1．36　mM　CaCI2の組成
で95％02十5傷CO2の混合ガス通気によりpH　7．4に調
整〉中で3回小腸を洗浄した．腸管内にガラス棒を挿入し，
Ambache2）の方法によりできるだけ速やかに筋層を剥離
する．この操作により，粘膜および粘膜下層を含まない小
腸平滑筋層（ただし漿膜は含む）を得ることが出来た．
2・2　細胞膜およびミクロソーム分画分離法
　上記2・1で得られた平滑筋層を機械的に破砕後，部分的
に修正したOliveira　and　Holzhacker法3）で細胞膜，お
よびミクロソーム成分を分画分離した．すなわち，Fig．1
に示したごとく，剥離筋層を6倍量の冷抽出液（0．25M
sucroseおよび20　mM　Tris－maleate　pH　7．4）中でハサ
ミで細切し，Waring　blender（佐久間製作所）で50秒間
ホモジナイズした．このホモジネートを1層のガーゼで濾
過し，ガーゼ上の残渣を冷抽出液に分散，再度Waring
blenderでホモジナイズしてガーゼで濾過した．両濾液
を混合し，さらに冷抽出液を加え10倍量のホモジネート
とし，　テフロン製ピストルのガラス製Potter－Elvehjem
homogenizerにて氷冷しながら，10ストローク，ホモジナ
イズし，これを6000×gで10分間遠心分離し，沈渣を取
り出した（18PR－2形日立高速冷凍遠心機，　RPR　18ロー
ター使用λこの沈渣を10倍量の抽出液に懸濁し，低温下，
60×gで1分間遠心分離後，その上清を取り出す．これに
0．25Msucrose，20　mM　Tris－maleate　pH　7．4を含む3M
KCI液を加え，終濃度0．6　M　KCI懸濁液として，10分間
低温下に放置後6000×gで10分間遠心分離を行った．沈
渣をさらに5mM　Tris－maleate　pH　7．4液に懸濁し，6000
×gで10分間遠心分離した後，この沈渣を2mM　Tris－
maleate　pH　7．4液に懸濁して細胞膜路費として実験に供
した．
　一方，最初の6000×g，10分間の遠心分離で得た上清に，
上記3MKC1混液を加えて終濃度0．6　M　KCI懸濁液とし，
77000xgで60分間遠心分離を行った（55P形日立分離用
超遠心機，RP　30ローター使用）．その沈渣を2mM　Tris－
malea亡e　pH　7．4液に懸濁して，ミクロソーム画分として
実験に供した．上記の操作は可及的短時間，かつ0～4℃
の低温下で行った．
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Fig．1　Flow　diagram　for　isolation　of　plasma
　　　　membrane－enriched－and　microsomaI
　　　　fractions．
2・3蛋白濃度および各種酵素活性の測定
　2・3・1蛋白濃度はLowryら4）による方法で測定し，
標準曲線の作成には牛血清アルブミンを用いた．
　2・3・2各種ATPase（EC　3．6．1．3）活性の測定
　ATPase活性の測定にあたっては全量1mZの下記組
成の反応混液を3分間，37℃の恒温槽中で振盛しながら
温度平衡させたのち，aden・sine　triph・spha亡e（ATP）を
加えて反応を開始させ，15分後に10％trichloroacetic
acld液を1m1加えて反応を停止させた．濾紙（Toyo，5c）
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で濾過後の濾液1m♂中に含まれる無機リン（Pi）をFiske－
SubbaRow法5）により比色定量し，活性値はすべてμ
moles　Pi／mg　prot．／minで表わした．吸光度の測定には
日立製光電分光光度計101型を使用し，波長は660nmで
行った．
　Mg2＋一ATPase測定用の反応混液は20　mM　Tris－male－
ate　pH　6，8，4mM　MgC12，4mM　ATP，そして蛋白量は
30μgを含む．NaN3感受性Mg2＋一ATPaseは上記反応
混液に終濃度0．5mMとなるようにNaN3を加えて測定
した．
　Na＋・K＋一ATPase活性はMg2＋一ATPaseの反応混液
に120mM　NaCl，12　mM　KCIを加えて測定し，　Mg2L
ATPaseの活性値を差引いてその活性値とした．　Na＋・
K＋一ATPaseのouabain感受性はこの反応母液に終濃度
1mM　ouabainを加えて測定した．
　Ca2＋賦活Mg2＋一ATPase活性はMg2＋一ATPaseの反
応混液に種々濃度のCa2＋液を加えて測定した．反応混液
中のCa2＋濃度はCa2＋一EGTA［ethylene　glycol－bis一（β．
aminoethylether）一N，　N－tetraacetic　acid］緩衝系を用い
て規定し6～8），その解離恒数および計算式は小川9，ユ0）によっ
た．その測定値より上記Ca2＋一EGTA混液の代りに1mM
EGTAのみを含む反応系の測定値を差引き，それぞれの
活性値とした．
　2・3・3　succi証ate　cy亡ochrolne　c　reductase（EC　1．3．9．
　　　　9．1）およびNADH　cytochrome　c　reductase
　　　　（EC　1．6．2．1）活性の測定
　分光光度計でcytochrome　cの還元を波長550　nmの
吸光度の増加により測定した11）．その反応液組成は20μM
glycylglycine　pH　8．7，0．05μM　cytochrome　cおよび
0．29μMsuccinateまたは0．29μM　NADHであり，蛋
白60～70μgを加えて全量3m♂として25℃で測定した．
反応は蛋白を加えることにより開始し，経時的に吸光度を
測定し，一定値を示した点で終了した．活性値は吸光度の
変化が1．0になる酵素量を1単位と規定し，活性値を1nユg
蛋白量当りの比較活性値としてUnit／mg　prot．で示した．
　2・3・491ucose・6・phosphatase（EC　3．1．3．9）活性の
　　　　測定
　HUbscher　and　West法12）セこより測定した．反応液組
成は43mM　Tris－maleate　pH　6．0，28．5　mM　glucose－6－
phosphate，蛋白：量400μgで全量を1．2　m♂とした．37。C
恒温下，30分間反応を行い遊離Pi量を測定し，活性値は
μmoles　Pi／lng　prσt．／30　minで表わした．
2・4ATP依存性Ca2＋結合能の測定
　細胞膜およびミクロソーム画分のATP依存性Ca2＋結
合能は45Caを用いてMillipordltration法13）で測定し
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た．反応液の組成は20mM　Tris－maleate　pH　6．8，100
mM　KC1，4mM　MgC12，4mM　ATP，1mM　EGTA，
0．1μCi　45CaC12，2mM　K2－oxalateであり，これに200μg
の蛋白を加えて全量2mZとし，添加するCa2＋濃度を0～
0．5mMの範囲で変化させた．　ATP存在下の結合量から
ATP不在下の結合量を差引いてATP依存性Ca2＋結合
量と た，Millipore丘lterは予め0．25　M　KCI液に浸し，
脱イオン水にて洗浄後に使用した14・15）．恒温槽中で予め
37。Cに平衡させた反応混液に蛋白を添加して反応を開始，
25分後に反応即製1m♂を注射筒内に注入，2秒以内に
Minipore田ter（HA　O．45μ〉を通して加圧濾過すること
により反応を停止させた．引き続き5mZの20　mM　Tris－
maleate　pH　6．8液を通過させて丘lterを洗浄した．この
Millipore五lterを液体シンチレイション液（toluen　666
1nJ，　Tr丘亡on　X－100333　mJ，　PPO　49／1，　POPOP　o．29／」）1の
10mZに溶解し，丘lterに含まれる45Caの放射能活性を液
体シンチレイションカウンター（LS－250，　Beckman）で測
定し，反応液中の45Ca比放射能をもとにCa2＋結合量を
算出し，nmoles　Ca2＋／mg　Prot．／25　minで示した．
2・5　使用薬剤および試薬
　ATP－2　Na，　ouabain，　NADH，　cytochrome　C，　glucose－
6－phosphateはSigma社，　CaC12はキシダ化学の1M標
準液を使用した．EGTA，　succinate，　K2－oxalate，　Tris一
（hydroxymethyl）一alninomethaneは半井化学の特級，
45CaC12はInternational　Chemical　and　Nuclear社，そ
の他の試薬はすべて特級品を使用した．
3実験成績
　著者らは初めOliveira　and　Holzhackerの方法3）に
よって細胞膜西分の分離を試みたが，彼らの呼称する細胞
膜野分ではNa＋・K＋一ATPase活性力§ほとんど認められな
かったので，彼らの方法を一部修正して細胞膜画分の分離
を試みた．
　得られた細胞膜画分について，位相差顕微鏡により鏡検
した，図示しなかったが，筋細胞のゴーストようの集合体
を認めるのみであった．
　蛋白収量はFig．2のAおよびBに示すごとく，細胞
膜画分では3．3mg／g　wet　weightであったが，これは
Oliveira　and　Holzhackerの収量（1弩）より少なかっ
一方，ミクロソーム上分の蛋白収量は4．6mg／g　wet
weightであり，　Raeymaekersら17）がモルモット結腸紐
のミクロソームで得た値3．5mg／g　wet　weightよりやや
多かった．
　両画分へのミトコンドリアの混入を吟味するため，その
指標酵素であるsuccinate　cytochrome　c　reductase18・19）
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活性値を測定しFig．2に示した．細胞膜画分では1．4
Unit／mg　prot．に対し，ミクロソーム四分では2，2　Unit／
tng　prot．であった．
　細胞膜二分へのミクロソームの混入度は，肝ミクロソー
ムの代表的な指標酵素であるglucose－6－phosphatase18・19）
活性を測定しFig．3に示した．ミクロソーム川竹では
0・33μmoles　Pi／mg　prQt．／30　minであり，01iveira　and
Holzhacker3）の094μmoles　Pi／mg　Prot．／30　minに比
べ低値を示した．一方，細胞膜画分ではミクロソーム画分
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Fig．2　Protein　yield　and　succinate　cytochrome　c
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の約1／3の活性が認められ，01iveira　and　Holzhacker3）
の細胞膜町分でその活性が皆無であるのに比べ，まだ，ミ
クロン．一ムの混入が多いと思われる．同時にNADH
cytQchrome　c　reductaseをミクPソームの指標酵素18）
として，細胞膜画分の純度を吟味したところ，Fig．3に示
したごとく，両画分における活性はgiu．cose－6－phospha－
taseと同様の傾向を示していた．
　両画分は4mM　ATPの存在下で低いATPase活．性を
有し，いずれも4mM　Mg2＋の添加により．賦活される，
いわゆるMg2＋一ATPase活性の性質を示していた．　Fig．4
に示すごとく，細胞膜刈分でのMg2＋一ATPase活性は
0．56μmoles　Pi／mg　Pr．ot．／minであり，ミクロソーム画
分では0．76μmoles　Pi／mg　Prot，／minであった．ミクロ
ソーム配分でのこの活性値はOliveir．a　and　Holzhacker3）
のそれの1．4倍に相当し，細胞膜画分での活性値はOliveira
and　H。lzhacker3）の細胞膜画分の7倍の活性値を示した．
おそらく，．ミトコンドリアやミクロソームの混入によると
思われる．
　NaN3の存在下にNaN3感受性Mg2＋一ATPase活性値
を測定して，ミトコンドリアの混入を吟味した．Fig，4で
明らかなように，このATPase活性を指．標と．すると，細
胞膜画分へのミトコンドリア混入度はミクロソーム画分
のそれと比べ大であることが示された．このことはsuc－
cinate　cytochrome　c　reductase活性を指標とした場合
と逆の関係にあった．ミトコンドリアのMg2＋一ATPase
活性が，より構造の完全性に依存することと関連がある．の
かも知れない．
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Fig。4　ATPase　acti▽ities　in　plasma　Inembrane－
　　　　　enriched－and　microsomal　fractio．n．
　　A＝plasma　membrane－enriched　fract三〇n　B＝
　　microsomal　fractions．」ユ：Mg2＋一ATPase
　　activity　盈：Na＋・K＋一ATPase　activity　」i童l
　　NaN3 s nsitive　Mg2＋一ATPase　activity　豊：
　　ouabain　sensitive　Na＋・K＋一ATPase　ac亡ivity．
　Experimental　conditions　are　described　ir1
　　“Method”in　the　text．
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　細胞膜の最も特微的な指標酵素である　Na＋・K＋一
ATPase20，21）活性を測定しFig．4に示した．細胞膜およ
びミクロソームの両画分にNa＋・K＋一ATPase活性カミ認め
られ，前者では。．47，後老では。．60μmoles　Pi／mg　Prot．／
・ninとミクロソーム画分でむしろ大きかったが，　Na＋・K＋一
ATPaseの1mM　ouabainによる抑制はいずれも5％と
わずかであった．この抑制はouabain濃度を0ユ～2　mM
と変化させても，またNa＋とKナの添加比を変化させて
もあまり変化しなかった．
　Mg2＋一ATPaseにCa2＋を添加すると，さらにATPase
活性の賦活が起る．本報告でのCa2＋濃度はCa2＋一EGTA
緩衝系により規定した．細胞膜画分でのCa2＋賦活Mg2＋一
　　0」5
　ヨ眼窪岩
も昌α10
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Fig．5　E任ec亡of　Ca2＋on　Mg2＋一ATPase　act王▽i亡y
　　　　in　plasma　Inembrane－enriched　fraction．
　　Experimental　conditions　are　described　in
　　“Method”in　the　text．
ATPaseの活性値をFig．5に示した．観察したCa2＋濃
度範囲（pCa　5～8）でCa2＋賦活Mg2＋一丁目Paseは0．06～
0．11μmoles　Pi／mg　prot．／minであり，　pCa　8付近に一
つのピークを示した，Oliveira　and　Holzhacker3）はpCa
8近傍で0．02μmoles　PVmg　prot．／minのCa2＋による
賦活を認めているが，著者らの観察ではpCa　8において，
かれらのそれに比べ5倍以上の活性値を示した．
　一方，ミクロソーム画分ではFig．6に示すように，明瞭
な二相性のCa2＋濃度依存性が認められた．すなわち，
pCa　8近傍に一つのピークを有し，　Ca2＋濃度増加に伴い
活性が漸減していく成分と，pCa　6．5よりCa2＋濃度増加
に伴いその活性が急激に増加する成分からなっている．低
Ca2＋濃度側のピークの活性値は0．1μmoles　Pi／mg　prot．／
minであり，細胞膜画分のpCa　8における活性値と類似
する．
　5例の分離細胞膜八分について，それぞれのNa＋・K＋一
ATPaseとCa2＋賦活Mg2＋一ATPaseの活性の相関を
Fig．7に示した．　Ca2＋賦活Mg2＋一ATPase活性はpCa　8
での測定値である．5例の標本中Na＋・K＋一日目Pase活性の
高い2例を除いてほぼ直線的な関係がみられた．このpCa
8におけるCa2＋賦活Mg2＋一ATPase活性は細胞膜の有す
る活性であることを示唆する．
　ミクロソーム画分におけるATP依存性Ca2＋結合能を
Fig．8に示した．　ATP存在下に，　Ca2＋濃度増加に伴い
この山分のCa2＋結合能も増加した．その閾値濃度はpCa
7にあり，2mM　K2－oxalateの存在下でCa2＋結合能は著
明に増強された．
　一方，細胞膜画品のATP依存性Ca2＋結合能はFig．9
　　　O．15
　ヨパ窪老
　　　　　墾臼Qlo
終
朝i
急冷。．。5
　　日
　　　　　　　9　　　8　　　7　　　6　　　5　pC邑
F三9．6　Effect　of　Ca2＋on　Mg2＋一ATPase　activity
　　　　in　microsomal　fraction．
　　Experimental　conditions　are　described　i皿
　　“M．ethod”in　the　test．
　蕊α15署1
量1α10
彫三
1量…
書 o
0
o
o o
　　　　　　　　　　　　　　　　 　　 　 　　O．2　　 　0．4　　 　0β
　　　　　　　　　　ハmolo6　Pi／mg　P＝ot．／z＝1in
　　　　　　　N♂K土ATP邸●
Fig．7　Relationship　between　Na＋・K＋一ATPase
　　　　and　Ca2＋sti皿ulated　Mg2＋一ATPase　acti－
　　　vlti s determined　at　pCa　8　in　plasma
　　　　membrane－enr1ched　fractiQn．
256 山本・藪　　小腸平滑筋細胞膜の分離と特性 札幌医欝1979
に示すごとく，Ca2＋濃度増加とともに増強した．しかし，
その閾値濃度はpCa　8であり，ミクロソーム画分に比べ
低Ca2＋濃度側にあった．また，21nM　K2－oxalateの添
加はCa2＋濃度に関して異った効果をもたらした．すなわ
ち，pCa　8～7ではK2－oxalateはATP依存性Ca2＋結合
能を抑制し，pCa　6．5～5では逆に促進した．
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Fig．8　ATP　dependent　Ca2＋binding　in　microsQmal
　　　　fraction　at　various　pCa．
　　　一〇一：in　the　absence　of　2　mM　K2－oxalate
　　　一●一：in　the　presence　of　2　mM　K2－oxalate
　　　Experimental　cQnditions　are　described　in
　　　“Method”in　the　text．
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：Fig．9　ATP　dependent　Ca2＋　binding　i且　plasma
　　　　membrane－enriched　fraction　at　various　pCa．
　　　一〇一：in　the　absence　of　2　mM　K2－oxalate
　　　一●一；in　the　presence　of　2　mM　K2－oxalate
　　　Experimental　conditions　are　described　in
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4　考　　按
　1974年Oliveira　and　Holzhacker3）はモルモット回腸
平滑筋から細胞膜の分離を試みた・著者らは初め彼らの方
法により，モルモット小腸平滑筋から細胞膜の分離を試み
たが，彼らの呼称する細胞膜画分ではNa＋・K＋一ATPase
活性はほとんど認られなかった．よって，彼らの方法を，
以下の3点につき修正し分離を試みた．すなわち，i）遠心
分離のための遠心力を原図の650Xgを6000×gと大きく
した．ii）37。c中での30分間の温浴は除き，代りに沈渣を
0．6MKCI液中に分散させ，低温下10分間放置し，その
後遠心分離することにより残存する収縮蛋白を除去した．
iii）沈溢の洗浄は5mM　Tris－maleate　pH　7．4液で行った．
　得られた細胞膜画分へのミトコンドリアおよびミクロソ
ームの混入の程度をそれぞれの指標酵素により検討したと
ころ，succinate　cytochroエne　c　feductase活性値すなわ
ちミトコンドリアの混入度はミクロソーム四分の約2／3で
あった．また，ミクロソームの混入度はglucose－6－phos－
phatase活性値を指標にすれば約1／3，そしてNADH
cytochrome　c　reductase活性値を指標とすれぽ約！ノ2と
なった．この点からみれぽ，本実験で得た細胞膜四分は必
ずしも高純度とは思えない．しかしながら，細胞膜の代表
的な指標酵素であるNa＋・K＋一ATPase活性は，この細胞
膜画分中に0．46μm。1es　Pi／mg　Prot，／minの活性値を示
した．骨格筋および平滑筋のNa＋・K＋一ATPase活性値は
ラット骨格筋細胞膜で0．267μmoles　Pi／mg　Prot．／min22），
0・08μmoles　Pi／mg　Prot．／min23＞，ラット心筋で0．217μ
moles　Pi／mg　Prot・／min24），犬心筋で0．088μmoles　pi／
mg　prot．／min25＞の活性値が報告されている．平滑筋では
モルモット回腸筋で。．077μmoles　Pi／mg　prot．／min3）で
あり，本成績は報告された二値に比べ活性が高かった，た
だし，Na＋・K＋一ATPaseのouabainによる抑制は低く
5％程度であった．なお，本実験ではouabain濃度，お
よびNa＋とK＋の添加比を変化させてもouabainによ
る抑制は少なかった．
　一方，ミクロソーム出納におけるNa＋・K＋一ATPase活
性は細胞膜画分より大きく，この画分への細胞膜の混入を
示している．これは本実験条件では分離過程における筋組
織の破砕が強力であり，かつ，その後の遠心分離の遠心力
がなお小であったために，細胞膜フラグメントがミクロソ
ーム画分へ混入したと考えられる．しかし，逆に破砕程度
をより弱くしたり，分離のための遠心力を大きくすると，
細胞膜画分へのミトコンドリアおよびミクロソームの混入
が多くなる．結論的に破砕程度と分離の遠心力の決定が細
胞膜画分の純度を決める重要なポイントとなることが推定
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された．
　骨格筋，心筋のsarcQplasmic　reticulumが示すCa2＋
賦活Mg2＋一ATPaseはCa2＋ポンプATPaseとして，収
縮一弛緩サイクルの調節に重要な役割を演ずるものと理解
されている．Macnaエnaraら％）はハムスタ～骨格筋から
分離したミクロソーム画分でCa2＋賦活Mg2＋一ATPase
活性を認め，その活性値は1．7μmoles　Pi／mg　prot，ノmin
であると述べている．一方，種々の平滑筋についても同種
の観察が試みられ，分離ミクロソーム補注にCa2＋賦活
Mg2＋一ATPaseが存在することが報告されている27，28）・
著者らの細胞膜画分およびミクロソーム画分においても，
上記骨格筋に比べれば田螺であるがこの酵素活性が認めら
れた．細胞膜画分におけるその活性値はpCa　8で最高値
（0．11μInoles　Pi／mg　prot．／min）を示した．このような低
濃度Ca2＋により賦活されるMg2＋一ATPaseは回腸平滑
筋より分離した細胞膜画分でも報告されている3）．
　また，著者らのミクロソーム画分におけるCa2＋賦活
Mg2＋一ATPase活性はpCa　8～7．5とpCa　5．5に二つのピ
ークを持つ曲線で示されている．pCa　8～7．5のピークは
この引分のNa＋・K＋一ATPase活性から示されるように，
ミクロソーム画分への細胞膜の混入によるものと考えら
れる．
　5例のそれぞれ独立した細胞膜画分のpCa　8におけ’る
Ca2＋賦活Mg2＋一ATPase活性とNa＋・K＋一ATPase活性
の関係はFig．7に示すとおり，　Na＋・K＋一ATPase活性
が増加すると，5例中3例にではあるが，Ca2＋賦活Mg2＋一
ATPase活性も増加するという正の相関傾向が示唆され
た．このことはCa2＋賦活Mg2＋一ATPase活性は細胞膜
自体の性質であって，ミクロソームの細胞膜画分への単な
る混入に由来するものでないことを示唆している．また，
この酵素が特に低濃度Ca2＋（pCa　8）により賦活される事
実は細胞膜画分のCa2＋賦活Mg2＋一ATPaseの特徴とし
て指摘したい．
　一方，分離ミクロソーム画分はもとより，細胞膜野分に
おいてCa2＋賦活Mg2＋一ATPase活性を示すとともに
ATP依存性のCa2＋の取り込み，ないしは結合能を有す
ることが骨格筋26・29）や心筋30，31）において報告されている．
さらに子宮筋32，33）や血管筋15，27＞の分離ミクロソーム登第
においても同様の報告がある．著者らの分離した細胞膜お
よびミクロソーム画分においても，骨格筋や心筋のそれに
比べると低活性ではあるが，Ca2＋賦活Mg2＋一ATPase活
性とともにATP依存性Ca2＋結合能が認められた．細胞
膜紅炉におけるATP依存性Ca2＋結合能はK2－oxalate
不在下ではpCa　8からpCa　7に向って徐々に増加し，
pCa　6で減少している．　pCa　7におけるCa2＋結合量は
。．4nmoles　Ca2＋／mg　Prot．／25　minであり，pCa　5のミク
ロソーム画分のおよそ1／100であった．2mM　K2－oxalate
存在下では低Ca2＋濃度側で抑制，高濃度側では促進が見
られた．この高Ca2＋濃度側での促進はミクロソームの混
入による可能性がある．ただし，Fig．5に示すごとく，
細胞膜画塾のCa2＋賦活Mg2＋一ATPaseはpCa　6～5で
著しい増加がみられないことから，直ちにミクロソームの
混入によるとは決めがたい．低Ca2＋濃度側での2mM
K2－oxalateによる抑制は，図示しなかったが，　Ca2＋賦活
Mg2＋一ATPase活性値にも認められた．ミクロソーム画分
とのCa2＋結合能のちがいはCa2＋濃度に対する閾値の相
違にある．なお，細胞膜やミクロソーム以外にもミトコン
ドリアが同様にATP依存性Ca2＋結合能を有することが
報告されているが，この場合，ミトコンドリアのCa2＋閾
値濃度はpCa　7以下である17）．指標酵素についての観察
から，本実験で細胞膜画分へのミトコンドリアの混入が
あったとしても，すくなくともCa2＋結合能に関するこの
性質は混入ミトコンドリアに由来するものでないと思われ
る．特に，細胞膜画分における低Ca2＋濃度下でのATP
依存性Ca2＋結合能およびCa2＋賦活Mg2＋一ATPase活
性の促進は，この当分の特徴ではなかろうか・
　しかしながら，本実験で分離した細胞膜壁跡は，なおミ
クロソームやミトコンドリアのフラグメントが少なからぬ
：量混入しているので，目下，さらに分離方法を検討中で
ある．
5結　　論
　著者らはモルモット小腸平滑筋よりOliveira　and
Holzhacker法の一部を改良した方法で細胞膜画分を分離
し，下記の諸活性を観察した．なお，抽出液は0．25M
sucrose，20　mM　Tris－maleate　pH　7．4液を用い，　Waring
blender，　Potter－Elvehjem　homogenizerで剥離筋層を破
砕後，基本的には遠心分離法で分画した．得られた細胞膜
画分へのミトコンドリアの混入はsuccinate　cytochrome
creductase活性により，またミクロソームの混入は91u－
cose－6－phosphataseおよびNADH　cytochrome　c　re－
ductase活性によりそれぞれ吟味した．
　細胞膜画分について得られた結果は次のとおりであっ
た．すなわち，1）Na＋・K＋一ATPaseは明らかに認められ
たが，ouabainによる抑制は少なかった．2）Ca2＋賦活
Mg2＋一ATPaseは細胞膜申分ではpCa　8近傍に至適をも
つベル型の活性を認めた．それに対し，ミクロソーム平分
ではその至適pCaは6以下にあり，両者には明らかな差
異が認められた．3）pCa　8におけるCa2＋賦活Mg2＋一
ATPaseとNa＋・K＋一ATPase両活性の間には正の相関
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傾向が認められた．4）ATP依存性Ca2＋結合能はミクロ
ソーム画分に比べ小さいが明らかに認められ，その至適
pCaは両者に差違が認められた．
　　以上の結果をもとに，平滑筋細胞内Ca2＋濃度調節機構
に細胞膜が関与している可能性を考えた．
　　稿を終るに臨み御指導，御校閲をいただいた早坂　滉教
授ならびに宮崎英策教授に深く謝意を表します．
　　本論文の要旨は，　第53回日本生理学会において発表
した．
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